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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
AAm akrilamid 
AAm:AK poli(akrilamid-ko-akrilna kislina) v razmerju 30:1 
AAm:AK:BA   kopolimer akrilamida, akrilne kisline in bisakrilamida v razmerju 30:1:1 
CH3COONa·3H2O natrijev acetat trihidrat 
AK akrilna kislina 
APS amonijev persulfat 
BA bisakrilamid 
I inhibicija [%] 
TEMED tetrametiletilendiamin 
TOC celotni organski ogljik ang. total organic carbon [mg/l] 
μ specifična rast [dan
-1
] 
EC50 koncentracija, ki inhibira rast 50 % testirane populacije 
168hEC50 koncentracija, ki inhibira rast 50 % testirane populacije v 168 urah 
  
 
 
 
 
Strupenost in biorazgradljivost 2-propenamida in njegovih kopolimerov 
Povzetek:  
 
Namen diplomske naloge je bilo ovrednotenje strupenosti in biorazgradljivosti polimera 
2-propenamida, bolje znanega pod imenom akrilamid, in njegovih kopolimerov. 
Testiranje strupenosti smo izvedli v dveh ponovitvah na mali vodni leči (Lemna minor) 
za nedializiran polimer akrilamid, dializiran polimer akrilamid, kopolimer 
poli(akrilamid-ko-akrilna kislina) in kopolimer akrilamida z akrilno kislino in 
bisakrilamidom. Odziv male vodne leče na 0,0002 % raztopine polimerov smo ocenili 
na podlagi spremembe števila členov male vodne leče v obdobju 7 dni. Dobljeni 
rezultati so pokazali minimalen vpliv na rast male vodne leče (do 10 % inhibicija). Testi 
biorazgradljivosti so pokazali, da so vzorci slabo biorazgradljivi. Testirani polimeri 
sicer niso strupeni v takih koncentracijah, kot bi se uporabljale v premazih, ampak bi pri 
vnosu v okolje verjetno ostali v okolju, ker se zelo slabo razgrajujejo.  
 
Ključne besede: 2-propenamid, akrilamid, akrilna kislina, biorazgradljivost, 
bisakrilamid, strupenost 
 
Toxicity and biodegradability of 2-propenamide and its copolymers 
Abstract:  
 
The main focus of this thesis was to determine toxicity and biodegradability of the 2-
propenamide polymer, better known as acrylamide, and its copolymers. Toxicity testing 
was carried out on common duckweed (Lemna minor) for polymer acrylamide, dialyzed 
polymer acrylamide, copolymer poly(acrylamide-co-acrylic acid) and copolymer of 
acrylamide with acrylic acid and bisacrylamide. The response of common duckweed on 
0,0002 % sample solution was assessed on the basis of the change of the number of 
fronds of common duckweed after seven days. The results showed that tested samples 
are not toxic (inhibition was up to 10 %). Biodegradability testing showed that all tested 
samples are badly biodegradable. The tested samples are not toxic in the concentrations, 
which would be used in coatings, but they can persist in the environment because they 
are not ready degradable. 
 
Key words: 2-propenamide, acrylamide, acrylic acid, biodegradability, bisacrylamide, 
toxicity 
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1 Uvod 
 
Zaščitni premaz je plast materiala, ki je nanesena na površino drugega materiala z 
namenom upočasnjevanja ali preprečevanja korozije. Zaščitni premaz je lahko kovinski 
ali nekovinski. Materiali, ki so pogosto uporabljeni v nekovinskih zaščitnih premazih, 
so pripravljeni na osnovi polimerov, epoksi smole ali poliuretana. Najpogostejši način 
nanosa zaščitnih premazov na osnovi polimerov je razprševanje. Zaščitni premazi niso 
omejeni zgolj na preprečevanje korozije, temveč se lahko uporabljajo tudi za povečanje 
odpornosti materiala proti obrabi, za privlačnejši videz materiala in zagotavljanje 
vodoodpornosti ali električnih lastnosti, ki jih material pred nanosom zaščitnega 
premaza ni imel [1]. 
Zaščitni premazi na osnovi polimerov, ki so narejeni za zaščito pred korozijo, so 
načeloma odpornejši in so naneseni v debelejših slojih kot premazi, ki so namenjeni 
izboljšanju videza materiala. Polimerni zaščitni premazi se morajo dobro prijeti na 
substrat in se ne smejo zlahka krušiti ali se razgrajevati pod vplivom vročine, vlage, soli 
ali kemikalij. Polimerni premazi, ki vsebujejo akrile in alkide, se pogosto uporabljajo 
kot zaščitni premazi na kmetijski opremi in industrijskih proizvodih, ki potrebujejo 
dobro protikorozijsko zaščito po zmerni ceni [2]. 
Večina zaščitnih premazov za kovinske, betonske in tudi lesene površine je izdelana na 
osnovi organskih topil. Zaradi škodljivih vplivov na okolje in cen premazov na osnovi 
organskih topil narašča povpraševanje po premazih na osnovi vode, ki bi lahko dosegli 
enako stopnjo zaščite materialov po nižji ceni in bi bili hkrati manj škodljivi za okolje. 
Bistvena prednost premazov na osnovi organskih topil je razširjenost dodatkov, ki 
izboljšajo reološke lastnosti le-teh (reologija oz. reološke lastnosti opisujejo 
deformacije, pretakanje in viskoznost tekočin). Ugodne reološke lastnosti so ključnega 
pomena, saj zagotovijo možnost debelejših nanosov zaščitnih premazov, brez da bi 
prišlo do tvorjenja kapljic in prenašanja premaza po površini. Zaradi neugodnih 
reoloških lastnosti pride do neenakomernih nanosov, ki ne zagotavljajo dobre zaščite 
površine. Zaščitni premazi na vodni osnovi imajo slabše reološke lastnosti, zato jih je 
treba nanašati v tanjših slojih, kar pa znatno zmanjša zaščito materiala [3]. Za zaščitne 
premaze na vodni osnovi je izbor dodatkov za izboljšavo reoloških lastnosti mnogo bolj 
omejen kot pa za premaze na osnovi organskih topil. 
V okviru te diplomske naloge smo preučevali vpliv dodatkov 2-propenamida, bolje 
znanega pod imenom akrilamid, in nekaterih polimerov na osnovi akrilamida na okolje. 
Zaradi problematike škodljivih vplivov zaščitnih premazov na okolje, nas je zanimalo, 
kako bi potencialno lahko izboljšali reološke lastnosti premazov na osnovi vode.   
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1.1 Akrilamid in polimerizacija akrilamida 
 
Monomer akrilamida ima naslednjo kemijsko strukturo (Slika 1): 
 
 
 
Slika 1: Strukturna formula akrilamida 
 
 
Akrilamid je bela kristalinična kemijska snov, ki se med drugim uporablja kot surovina 
za sintezo poliakrilamida. Trden akrilamid je običajno brezbarven in prozoren drobljiv 
kristal, ki je topen v vodi, metanolu, etanolu, propanolu in slabo topen v etilacetatu, 
kloroformu in benzenu. Topnost v vodi se povečuje z naraščanjem temperature [4]. 
Lahko poteče hidroliza akrilamida, katere produkt je akrilna kislina. 
Akrilamid je lahko uporabljen v svoji polimerni obliki kot poliakrilamid. Ta polimer in 
njegovi kopolimeri so lahko uporabljeni kot fugirni materiali (viskozne snovi, ki se 
uporabljajo za zapolnjevanje vrzeli), flokulanti (snovi, ki spodbujajo kopičenje delcev), 
lepila in premazi. Za polimerizacijo akrilamida se običajno uporabljajo fotokatalitski 
sistemi ali kemijski katalitski sistemi [5]. Poliakrilamidi so na splošno brezbarvni in 
brez vonja. Posplošena kemijska struktura poliakrilamida je naslednja (Slika 2): 
 
 
  
Slika 2: Strukturna formula poliakrilamida 
 
 
Kemijska katalitska polimerizacija akrilamida je izvedena v sistemih, ki vsebujejo 
iniciator oz. sprožilec polimerizacije in katalizator oz. pospeševalec polimerizacije. 
Sprožilni reagenti, ki sodelujejo v reakciji, vsebujejo amonijev ali kalijev persulfat in 
vodikov peroksid, medtem ko pospeševalci vsebujejo dimetilamin propionitril in 
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sorodne snovi. Ker se polimerizacijo akrilamida lahko izvaja tako v kislem kot tudi v 
alkalnem okolju, je izbira sprožilca in pospeševalca polimerizacije odvisna od pH 
vrednosti okolja. Ko je vodna raztopina akrilamida, agenta za zamreževanje in 
tetrametiletilendiamina (TEMED) dodana v amonijev persulfat (APS), APS takoj 
ustvari radikal. Akrilamid postane ''aktiviran'' po reakciji med akrilamidom in prostimi 
radikali. Aktiviran akrilamid se nato poveže, da se ustvari dolgoverižen polimer. 
Raztopina, ki vsebuje tako polimerno verigo, se kljub visoki viskoznosti ne more 
oblikovati v gel, dokler ni v raztopino dodan tudi agent za zamreževanje. Stopnja 
polimerizacije je odvisna od pH vrednosti in temperature okolja ter prisotnosti molekul 
kisika in morebitnih nečistoč. Polimerizacija običajno poteče hitreje pri temperaturah, ki 
so nižje od 0 °C [5]. 
Polimerizacijo akrilamida je v prisotnosti svetlobe možno katalizirati tudi s 
fotokatalizatorjem vitaminom B2. Vitamin B2 lahko v prisotnosti kisika in 
ultravijolične svetlobe proizvede produkte, ki vsebujejo proste radikale. Mehanizem 
delovanja teh prostih radikalov je podoben, kot pri amonijevem persulfatu pri kemijski 
katalitski polimerizaciji. Pri uporabi vitamina B2 za katalizacijo uporaba TEMED-a ni 
potrebna, vendar njegov dodatek lahko pospeši postopek polimerizacije. Gel, ki se tvori 
s fotokatalitsko polimerizacijo, je mlečno bele barve z nizko stopnjo prozornosti [5]. 
 
1.2 Kopolimeri akrilamida 
 
Kopolimer akrilamida in akrilne kisline, imenovan poli(akrilamid-ko-akrilna kislina) 
ima sledečo strukturo (Slika 3): 
 
 
 
Slika 3: Strukturna formula kopolimera akrilamida in akrilne kisline 
 
 
Kopolimer akrilamida in bisakrilamida je pripravljen na osnovi reakcije med prostimi 
radikali. Postopek poteka v deionizirani vodi, v kateri je raztopljen osnovni monomer 
akrilamida. V raztopino akrilamida je dodana akrilna kislina, APS deluje kot sprožilec, 
TEMED je v uporabi kot aktivator, zamreženje poliakrilamidnih hidrogelov pa izvede 
bisakrilamid [6]. 
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1.3 Strupenost akrilamida, poliakrilamida in njegovih kopolimerov 
 
1.3.1 Določanje strupenosti 
 
Namen testiranja je preučevanje vplivov snovi na okolje. Uporaba organizmov za 
določanje prisotnosti, količine, sprememb strupenih snovi in učinkov na okolje se 
imenuje biološki nadzor oz. biološki monitoring.  
Pri biološkem nadzoru so v uporabi različne vrste organizmov indikatorjev, vsaka 
izmed vrst pa ima lahko zelo različen odziv na testirane snovi. Nekateri organizmi 
onesnaževalce akumulirajo, drugi pa so na njihovo prisotnost občutljivi in se odzovejo 
pozitivno ali negativno. Nekateri organizmi se uporabljajo pri laboratorijskih testih za 
zaznavanje prisotnosti ali koncentracije strupenih snovi. Ekotoksikologija je najbolj 
razvita pri testiranju v vodnih ekosistemih. Metode za testiranje vodnih nevretenčarjev, 
rib in alg so bile razvite več kot 40 let nazaj in za vodne ekosisteme je že na voljo velika 
baza podatkov o strupenosti [7]. 
 
1.3.2 Strupenost akrilamida 
 
Akrilamid je v svoji izvirni monomerni obliki opredeljen kot nevarna snov, je 
rakotvoren, mutagen, strupen, dražilen, povzroča preobčutljivost in je strupen za 
razmnoževanje, zato lahko povzroči rakava obolenja in lahko povzroči dedne genetske 
poškodbe. Prav tako je škodljiv ob vdihovanju in stiku s kožo. Strupen je tudi ob 
zaužitju, dražilen je za oči in kožo. Lahko povzroči preobčutljivost ob stiku s kožo. Ob 
izpostavljenosti akrilamidu obstaja možnost zmanjšane plodnosti [8]. V zadnjih 
desetletjih je bila znatna količina dela namenjena razvoju zanesljivih metod za 
zaznavanje prisotnosti akrilamida v vodah [9]. Ekotoksikološki podatki o strupenosti 
akrilamida kažejo, da so alge na akrilamid najbolj občutljive, medtem ko so vodne 
bolhe in ribe mnogo bolj tolerantne. Ti podatki niso v celoti primerljivi, saj strupenost 
akrilamida ni bila določena vsakič z isto metodo [9, 10, 11, 12]. Mala vodna leča je 
primerna za testiranje strupenosti akrilamida, poliakrilamida in njegovih polimerov 
zaradi svoje visoke občutljivosti in enostavnega vzdrževanja v laboratorijskih pogojih. 
 
EC50 vrednost akrilamida 142 mg/l je bila določena s testiranje male vodne leče Lemna 
minor, kar ga uvršča v razred strupenosti 1 (rahlo strupeno) [13]. 
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1.3.3 Strupenost poliakrilamida 
 
Poliakrilamidi so nestrupeni polimeri, pridobljeni iz monomernega akrilamida. Kljub 
temu da je poliakrilamid obravnavan kot nestrupena kemikalija, je razlog za skrb 
strupenost prisotnih preostalih nepolimeriziranih monomerov akrilamida, ki je znan 
nevrotoksin in opredeljen kot ''možno rakotvoren za človeka'' s strani Mednarodne 
agencije za raziskave raka [9]. Medtem ko nekatere raziskave nakazujejo, da 
poliakrilamid praktično nima strupenih učinkov na ljudi ali živali [14], pa druge 
raziskave poročajo o nizki strupenosti aninskega poliakrilamida (z visoko molekulsko 
maso) pri zaužitju [15]. 
 
1.3.4 Strupenost kopolimerov akrilamida 
 
Poli(akrilamid-ko-akrilna kislina) je označena kot dražilna snov [16]. Drugih informacij 
o strupenosti te snovi ni na voljo. 
 
EC50 vrednost akrilne kisline 0,205 mg/l je bila določena s testiranjem na algah [17]. 
Podobne rezultate so dobili s testiranjem zelenih alg Scenedesmus subspicatus - 
EC50=0,13 mg/l [18]. 
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1.4 Biorazgradljivost akrilamida, poliakrilamida in njegovih 
kopolimerov 
 
1.4.1 Določanje biorazgradljivosti 
 
Na podlagi kemijske strukture snovi lahko naredimo le osnovna predvidevanja o njeni 
biorazgradljivosti, saj je lahko podobna snov še vedno razgradljiva pri različnih 
hitrostih in/ali le do določene mere. Različne snovi imajo lahko zelo podobne strukture, 
vendar kažejo zelo različne biorazgradljivosti. Aerobna biorazgradnja je praviloma 
hitrejša od anaerobne, nekatere snovi pa se lahko razgradijo izključno pod anaerobnimi 
pogoji. Pri študijah biorazgradljivosti obstaja začetno obdobje aklimatizacije (obdobje, 
ko se snov ''navaja'' na okolje), med katerim biorazgradnja ne poteka ali poteka v zelo 
majhni meri. To obdobje je lahko kratko za snovi, ki so lahko biorazgradljive, in dolgo 
za ostale snovi, odločilen dejavnik dolžine tega obdobja pa je sama kemikalija in okolje. 
Dolžina obdobja aklimatizacije je ključnega pomena za določitev tveganja. Daljše kot je 
aklimatizacijsko obdobje, daljše je obdobje izpostavljenosti človeka, živali in rastlin. 
Konec aklimatizacijskega obdobja zaznani začetek opazne biorazgradnje [8]. 
 
Pri testiranju biorazgradljivosti je snov, ki je testirana, edini vir ogljika v mediju, v 
katerega je dodana mešana kultura mikroorganizmov. Vir mešane kulture 
mikroorganizmov je lahko aktivno blato iz čistilnih naprav, zemlja in rečna ali oceanska 
voda. Izbere se vir, ki bo v naravi najverjetneje onesnažen s snovjo, ki bo testirana. 
Samo organizmi, ki so zmožni razgraditi snov, rastejo in postanejo prevladujoča 
populacija. Rezultati, pridobljeni v laboratoriju in s čistimi kulturami, imajo le delno 
težo, saj so pogoji v naravnem okolju pogosto drugačni [8]. 
 
1.4.2 Biorazgradljivost akrilamida in njegovih kopolimerov 
 
Več virov nakazuje, da je monomer akrilamida biorazgradljiv [14, 19, 20, 21, 22]. 
Dokazano je, da so mikroorganizmi iz različnih življenjskih prostorov (zemlja, voda, 
odplake) zmožni razgraditi akrilamid v širokem razponu koncentracij in v različnih 
pogojih, kot so mirujoče ali tekoče vode in aerobni ali anaerobni pogoji [4]. Tudi 
kopenske glive in zelene rastline lahko razgrajujejo akrilamide [14]. Biorazgradljivost 
akrilamida in njegova visoka topnost v vodi nasprotujeta bioakumulaciji in obstojnosti v 
okolju. V prisotnosti primernih pogojev obstaja tudi možnost za kemijsko razgradnjo 
monomera akrilamida. Bisulfit, amonijak in amini so vsi prisotni v naravnem okolju in 
lahko delujejo kot razgrajevalci akrilamida tako, da ustvarijo derivate akrilamida, ko se 
združijo z njegovim monomerom [14]. 
 
Pri poliakrilamidu pogosto obstaja možnost prisotnosti sledov nepolimeriziranega 
monomera akrilamida. Kljub temu da je strupen, je akrilamid načeloma biorazgradljiv v 
Bajec Petra: Strupenost in biorazgradljivost 2-propenamida in njegovih kopolimerov. 
Diplomsko delo, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, 2019. 
7 
 
okolju, medtem ko je poliakrilamid odporen na napade mikroorganizmov [4]. 
Poliakrilamid praktično ni biorazgradljiv.[14].  
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2 Namen dela 
 
Glavna cilja te diplomske naloge sta določitev strupenosti in biorazgradljivosti 
akrilamida in njegovih kopolimerov. Izbrali smo štiri različne vzorce zaradi njihove 
potencialne uporabe kot reološki dodatek k premazom na vodni osnovi. Podatki, ki smo 
jih za te vzorce našli v literaturi, kažejo na večjo strupenost nedializiranega akrilamida 
in manjšo strupenost dializiranega akrilamida, medtem ko za kopolimer poli(akrilamid-
ko-akrilna kislina) in kopolimer akrilamida z akrilno kislino in bisakrilamidom ni 
znanih veliko podatkov o strupenosti. Namen te diplomske naloge je pridobiti nove 
rezultate o strupenosti akrilamida in njegovih kopolimerov z izvedbo eksperimentov na 
mali vodni leči Lemna minor, ki velja za občutljiv organizem. Podatki o 
biorazgradljivosti akrilamida, kopolimera poli(akrilamid-ko-akrilna kislina) in 
kopolimera akrilamida, akrilne kisline in bisakrilamida najdeni v literaturi so bili manj 
obsežni, zato je glavni cilj te diplomske naloge na področju biorazgradljivosti določitev 
deleža biorazgradnje izbranih polimerov in primerjava rezultatov testa biorazgradljivosti 
polimera akrilamida s podatki, ki so bili najdeni v literaturi. 
 
 
Na podlagi literature smo postavili naslednje hipoteze: 
 nedializiran akrilamid znatno bolj inhibira rast male vodne leče kot dializiran 
akrilamid 
 
 akrilamid, kopolimer poli(akrilamid-ko-akrilna kislina) in kopolimer akrilamida, 
akrilne kisline in bisakrilamida znatno inhibirajo rast male vodne leče 
 
 akrilamid, kopolimer poli(akrilamid-ko-akrilna kislina) in kopolimer akrilamida, 
akrilne kisline in bisakrilamida so biorazgradljivi  
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3 Eksperimentalni del 
 
Pred začetkom testiranja inhibicije in testiranja biorazgradljivosti so bile pripravljene 
testne snovi (Slika 4).  
 
 
 
Slika 4: Vzorec nedializiranega AAm v obliki gela, dializirani liofilizirani vzorci AAm, AAm:AK in 
AAm:AK:BA 
 
 
Prvi pripravljen vzorec je bil akrilamid, ki je bil pred začetkom testiranja polimeriziran 
v polimerni akrilamid (AAm). Ta vzorec je edini, ki sem ga uporabila v obliki gela s 
koncentracijo 7,5 ut. %. Ker vzorca AAm nisem dializirala, so bili v njem prisotni tudi 
nepolimerizirani monomeri akrilamida. 
Vzorec AAm, vzorec kopolimera poli(akrilamid-ko-akrilna kislina) (AAm:AK) in 
vzorec kopolimera akrilamida, akrilne kisline in bisakrilamida (AAm:AK:BA) so bili 
pred začetkom eksperimentalnega dela v obliki gela. Pred testiranjem strupenosti in 
biorazgradljivosti sem jih pripravila po naslednjem postopku: 
Za potrebe dialize sem približno 20 cm dolga polprepustna dializna črevesa spirala s 
tekočo vodo tri ure. Dializna črevesa sem prenesla v 0,3 ut. % raztopino natrijevega 
sulfida pri temperaturi 80 °C za eno minuto, nato sem jih dve minuti spirala z vročo 
vodo in prenesla v 0,2 ut. % raztopino žveplove kisline ter ponovno sprala z vročo 
vodo. Ta postopek z dializnih čreves odstrani glicerol, ki je drugače prisoten na 
membranah za ohranjanje vlage. Dializna črevesa sem na eni strani zavezala in nato 
vanje nalila vzorce v obliki gela, ki so bili raztopljeni ali dispergirani v deionizirani 
vodi. V dializna črevesa sem dodala po pet steklenih kroglic za mešanje in jih zavezala. 
Zavezana dializna črevesa so bila dana v plastične posode z deionizirano vodo in 
mešane teden dni (Slika 6). Deionizirano vodo v plastičnih posodah sem vsak dan 
menjala. 
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Slika 5: Dializno črevo napolnjeno z razredčenim gelom in steklenimi kroglicami 
 
 
Po končani dializi sem vse vzorce prelila iz dializnih čreves v steklene bučke in jih 
zamrznila s tekočim dušikom. Zamrznjene vzorce sem v bučkah liofilizirala z 
liofilizatorjem HETOSICC (Slika 6, Slika 7). S postopkom liofilizacije iz zamrznjenega 
vzorca odstranimo vodo in dobimo čisto, suho puhasto snov, ki jo nato lahko raztopimo. 
Ta metoda je bila še posebej koristna, saj so bili polimeri v obliki gela razredčeni do 
neznane koncentracije med dializo. Iz liofiliziranih vzorcev pa lahko pripravimo 
raztopino s točno določeno koncentracijo. 
 
 
 
Slika 6: Liofilizator HETOSICC 
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Slika 7: Liofiliziran vzorec v stekleni bučki 
 
 
3.1 Testiranje strupenosti z malo vodno lečo Lemna minor 
 
Mala vodna leča je prosto plavajoča rastlina v velikosti od 2 do 4 mm, ki jo najdemo na 
površini stoječih ali počasi tekočih voda. Stebelni členi so sploščeni in kroglaste ali 
eliptične oblike, sestavljeni iz dva do pet členov in podobni listom (Slika 8). Mala 
vodna leča se razmnožuje vegetativno z ločitvijo posameznih členov. Kadar so v vzorcu 
prisotne strupene snovi, je rast male vodne leče inhibirana.  
 
 
 
Slika 8: Mala vodna leča 
 
 
Pri testiranju strupenosti se določeno število členov male vodne leče izpostavi izbranim 
koncentracijam testiranega vzorca za dobo sedem dni. Poleg vzorcev, ki so razredčeni 
do želene koncentracije s hranilno raztopino za malo vodno lečo (Steinberg medium), 
mora biti pripravljena tudi kontrolna raztopina, ki vsebuje samo hranilno raztopino [23]. 
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3.1.1. Vzdrževanje male vodne leče 
 
Za namene testiranja strupenosti sem pred začetkom testa vzdrževala malo vodno lečo. 
Mala vodna leča je bila hranjena v 1 l Steinberg medija v pokriti plastični posodi. 
Posoda z malo vodno lečo je bila postavljena pod belo fluorescentno svetlobo s ciklom 
svetlobe/teme v razmerju 18 ur/6 ur pri temperaturi 24 ± 2 °C. 
 
Za vzdrževanje male vodne leče in redčenje raztopin za testiranje strupenosti sem 
pripravila 1 l Steinberg medija za malo vodno lečo. Za pripravo Steinberg medija za 
malo vodno lečo sem uporabila naslednje raztopine: 
 (a) 14,75 g/l Ca(NO3)2∙4H2O  
 (b) 760 mg/l FeCl3∙6H2O; 1500 mg/l EDTA∙2H2O  
 (c) 120 mg/l H3BO3 
 (d) 17,5 g/l KNO3; 4,5 g/l KH2PO4; 0,63 g/l K2HPO4 
 (e) 5 g/l MgSO4∙7H2O  
 (f) 180 mg/l MnCl2∙4H2O  
 (g) 44 mg/l NaMoO4∙2H2O 
 (h) 180 mg/l ZnSO4∙7H2O 
 
V 1 l bučko, do približno polovice napolnjeno z deionizirano vodo, sem zaporedno 
dodala po 20 ml raztopin (a), (b) in (c) ter po 1 ml raztopin (d), (e), (f), (g) in (h). Po 
vsakem dodatku je sledilo mešanje vsebine v bučki, nazadnje pa sem bučko dopolnila 
do 1 l oznake z deionizirano vodo. 
 
3.1.2 Testiranje inhibicije rasti male vodne leče (Lemna minor) 
 
Vnaprej pripravljene vzorce polimerov sem z deionizirano vodo razredčila na 
koncentracijo 2 ut. % v 50 mililitrskih plastičnih epruvetah. Za vsak vzorec sem 
odpipetirala po 100 l 2 ut. % raztopine in jo prenesla v plastično posodico z volumnom 
približno 12 ml. V vsako plastično posodico sem poleg vzorca dodala še 10 ml vnaprej 
pripravljenega Steinberg medija za malo vodno lečo. S takim redčenjem sem dobila 
polimere raztopljene v Steinberg mediju pri enaki koncentraciji, kot bi bila dosežena pri 
raztapljanju polimernega premaza. Za vsak vzorec sem pripravila po dve paralelki in en 
slepi vzorec, ki je vseboval samo hranilno raztopino za malo vodno lečo. Vsaki izmed 
tako pripravljenih raztopin sem dodala po šest členov male vodne leče. Posodice sem 
nato pokrila za sedem dni in jih postavila pod belo fluorescentno svetlobo s ciklom 
svetlobe/teme v razmerju 18 ur/6 ur pri temperaturi 24 ± 2 °C. Po sedmih dneh sem 
preštela število členov male vodne leče v vsaki posodici in izračunala specifično hitrost 
rasti in inhibicijo male vodne leče za posamezno testirano snov. 
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3.1.3 Ovrednotenje rezultatov 
 
Za oceno rezultatov uporabimo enačbo, po kateri izračunamo specifično rast (enačba 
/1/): 
 
 
/1/ 
 
 
V tej enačbi μ  predstavlja specifično rast na dan, Nc0  število členov na začetku 
testiranja, Nc1 število členov na koncu testiranja in n število dni testiranja. 
 
Za izračun inhibicije uporabimo naslednjo enačbo (enačba /2/): 
 
 
/2/ 
 
 
V tej enačbi I predstavlja inhibicijo, μs  specifično rast v slepem testu na dan in μc 
specifično rast v vzorcu na dan. Izračunane inhibicije posameznih vzorcev vnesemo v 
diagram na ordinatno os kot funkcijo logaritma koncentracije vzorcev na abscisni osi in 
z metodo najmanjših kvadratov določimo vrednost 168hEC50. Ta postopek lahko 
izvedemo, če smo za isto snov izmerili inhibicijo pri različnih koncentracijah [23]. 
 
 
3.2 Testiranje biorazgradljivosti z aktivnim blatom 
 
3.2.1 Metoda testiranja biorazgradljivosti 
 
Aktivno blato je združba mikroorganizmov, ki se uporablja v biološki čistilni napravi za 
biološko čiščenje. Aktivno blato vsebuje predvsem bakterije in tudi spremljajočo 
združbo, ki jo sestavljajo bičkarji, migetalkarji, kotačniki, glistice in maloščetinci. 
Raztopljene in koloidne razgradljive organske snovi v odpadni vodi služijo 
mikroorganizmom kot hrana za življenje, rast in razmnoževanje. Rezultat razgradnje je 
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pretvorba organskih snovi v anorganske produkte. Ob prisotnosti lahko razgradljivih 
snovi aktivno blato porablja raztopljeni kisik. Ob dodatku strupenega vzorca k 
aktivnemu blatu se hitrost porabe kisika zmanjša [23]. 
 
Test biorazgradljivosti izvedemo tako, da v temi za približno 28 dni inkubiramo 
kemikalijo, raztopljeno v destilirani vodi z dodanimi hranili in mikroorganizmi, ter med 
mešanjem spremljamo spremembe celotnega organskega ogljika. Vzporedno izvajamo 
še slepi test, za katerega pripravimo samo destilirano vodo s hranili in cepivom 
(aktivnim blatom, 30 mg/l), ter abiotsko kontrolo, kjer destilirano vodo z enako 
koncentracijo kemikalije kemijsko steriliziramo s HgCl2 in ne dodamo cepiva, da lahko 
zabeležimo fizikalno-kemijsko razgradnjo testne snovi. Namen cepljenja je, da v vzorec 
uvedemo biološko populacijo, ki je sposobna razgraditi organske snovi v odpadli vodi. 
Kot cepivo dodamo aktivno blato iz prezračevalnika biološke čistilne naprave, kjer se 
čistijo komunalne odpadne vode [24]. 
 
3.2.2  Priprava aktivnega blata 
 
Za namene testiranja biorazgradljivosti sem pred začetkom testa pripravila aktivno 
blato. Blato sem natočila v 5 l plastično posodo in večkrat sprala z vodovodno vodo za 
odstranitev odpadne vode. Po tem sem posodo z blatom delno napolnila z vodovodno 
vodo, postavila na mešalo in dodala cev za prezračevanje z zrakom. Posodo sem pokrila 
in ter njeno vsebino mešala in prezračevala preko noči. 
Koncentracijo aktivnega blata določimo tako, da ga prefiltriramo skozi filtrirni papir, 
posušimo in posušeno blato stehtamo. Koncentracijo blata izračunamo po naslednji 
enačbi (enačba /3/): 
 
 
/3/ 
 
 
V tej enačbi X predstavlja koncentracijo blata v 
mg
l
, mblata predstavlja maso posušenega 
blata in Vblata predstavlja volumen filtriranega blata. 
 
Za namene testiranja biorazgradljivosti sem pripravila hranilno raztopino. Za pripravo 
hranilne raztopine za aktivno blato sem uporabila naslednje raztopine: 
 (a) 22,7 g/l CaCl2 
 (b) 0,25 g/l FeCl3∙6H2O 
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 (c) 8,5 g/l KH2PO4; 21,75 g/l K2HPO4; 33,4 g/l Na2HPO4∙2H2O; 0,5 g/l NH4Cl  
 (d) 22 g/l MgSO4∙8H2O 
 
3.2.3 Testiranje biorazgradljivosti z aktivnim blatom 
 
Pred začetkom testa biorazgradljivosti sem iz 5 l posode z aktivnim blatom odpipetirala 
20 ml blata, ga prefiltrirala skozi filter papir in skupaj s filter papirjem posušila na 
temperaturi 105 °C ter nato stehtala. Iz dobljene mase posušenega blata sem nato 
preračunala koncentracijo uporabljenega blata, ki je znašala 7,49 g/l. Po 0,1 g vzorca 
sem z deionizirano vodo raztopila v steklenih litrskih bučkah do oznake. Vzorce, pri 
katerih je bilo raztapljanje počasno, sem postavila na magnetno mešalo. Za namene 
testiranja biorazgradljivosti sem pripravila naslednjih petnajst raztopin (Tabela 1): 
 
 
Tabela 1: Vsebina raztopin za testiranje biorazgradljivosti 
Snov 
Volumen 
hranil 
Volumen 
blata 
Celotni 
volumen 
Količina 
vzorca 
Volumen 
HgCl2 [10
𝒈
𝒍
] 
AAm 
nedializiran 
10 ml (c) 
1 ml (a), (b), 
(d) 
6 ml 1000 ml 0,1 g / 
AAm 
dializiran 
10 ml (c) 
1 ml (a), (b), 
(d) 
6 ml 1000 ml 0,1 g / 
AAm:AK 
10 ml (c) 
1 ml (a), (b), 
(d) 
6 ml 1000 ml 0,1 g / 
AAm:AK:B
A 
10 ml (c) 
1 ml (a), (b), 
(d) 
6 ml 1000 ml 0,1 g / 
AAm 
nedializiran 
abiotska 
5 ml (c) 
0,5 ml (a), 
(b), (d) 
/ 500 ml 0,05 g 5 ml 
AAm 
dializiran 
abiotska 
5 ml (c) 
0,5 ml (a), 
(b), (d) 
/ 500 ml 0,05 g 5 ml 
AAm:AK 
abiotska 
5 ml (c) 
0,5 ml (a), 
(b), (d) 
/ 500 ml 0,05 g 5 ml 
AAm:AK:B
A abiotska 
5 ml (c) 
0,5 ml (a), 
(b), (d) 
/ 500 ml 0,05 g 5 ml 
Slepi vzorec 
10 ml (c) 
1 ml (a), (b), 
(d) 
6 ml 1000 ml / / 
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Referenca 
5 ml (c) 
0,5 ml (a), 
(b), (d) 
3 ml 500 ml 0,125 g / 
 
V referenco sem poleg aktivnega blata dodala 0,125 g referenčne snovi 
CH3COONa·3H2O. Na podlagi rezultatov razgradnje referenčne snovi presodimo ali je 
bil test narejen pravilno. Abiotske paralelke so vsebovale enake koncentracije vzorca 
kot testne mešanice vzorca ter dodatek HgCl2. V vse posode, ki so vsebovale aktivno 
blato, sem dodala magnetno mešalo. Posode z raztopinami sem postavila na mešalno 
postajo in jih pokrila s pokrovčki, ki so prepuščali zrak in hkrati preprečevali vstop 
nečistoč iz zraka (Slika 9). Vse posode sem nato pokrila s kartonasto škatlo za omejitev 
vpliva svetlobe na poskus in jih pustila na mešalni postaji 27 dni pri sobni temperaturi 
približno 22 °C. Med tem časom so bile posode odkrite in nemešane po nekaj minut 
med vsakim vzorčenjem.  
 
 
 
Slika 4: Posode z raztopinami na mešalni postaji med testom biorazgradljivosti 
 
 
Pri vzorčenju sem iz vsake izmed posod odvzela približno 10 ml raztopine in jo 
prefiltrirala skozi filter papir v plastično 50 ml epruveto. Vsako prefiltrirano raztopino 
sem nato testirala na analizatorju Shimadzu TOC-5000A (Slika 10), kjer sem določala 
vrednosti TOC (celotni organski ogljik, ang. total organic carbon). 
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Slika 5: Naprava TOC-5000A za določanje celotnega organskega ogljika 
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4 Rezultati 
 
4.1 Testiranje strupenosti z malo vodno lečo 
 
Na začetku in koncu vsake ponovitve testa inhibicije male vodne leče sem posnela slike 
za primerjavo (Slika 11, 12, 13, 14). 
 
 
 
Slika 6: Posodice z malo vodno lečo in raztopinami na začetku 1. ponovitve 
 
 
 
Slika 7: Posodice z malo vodno lečo in raztopinami na koncu 1. ponovitve 
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Slika 8: Posodice z malo vodno lečo in raztopinami na začetku 2. ponovitve 
 
 
 
Slika 9: Posodice z malo vodno lečo in raztopinami na koncu 2. ponovitve 
 
 
V naslednji tabeli (Tabela 2) so prikazani skupni rezultati dveh ponovitev testiranja 
inhibicije rasti male vodne leče v raztopinah nedializiranega AAm, dializiranega AAm, 
AAm:AK in AAm:AK:BA. 
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Tabela 2: Skupni rezultati dveh ponovitev testa inhibicije rasti male vodne leče 
 
 
Iz rezultatov testa inhibicije male vodne leče lahko razberemo, da nedializiran AAm v 
povprečju inhibira rast male vodne leče za približno 3,46 %, dializiran AAm v 
povprečju inhibira rast male vodne leče za približno 6,20 %, AAm:AK v povprečju 
inhibira rast male vodne leče za približno 5,31 % in AAm:AK:BA v povprečju inhibira 
rast male vodne leče za približno 9,71 %. Iz teh podatkov lahko sklepamo, da imajo vse 
testirane snovi zelo podoben in zelo majhen učinek na malo vodno lečo. 
V splošnem je test strupenosti na mali vodni leči Lemna minor pokazal, da testirani 
polimeri v koncentracijah, v katerih bi bili uporabljeni v premazih, niso strupeni, saj rast 
male vodne leče zavirajo do največ 9,71 %. Tak rezultat je najverjetneje posledica zelo 
nizke koncentracije testiranih vzorcev, ki je bila izbrana na podlagi predvidenih 
dodatkov v premaze. 
 
4.2 Testiranje biorazgradljivosti z aktivnim blatom 
 
Naslednja grafa prikazujeta stopnjo biorazgradljivosti v odvisnosti od časa za raztopine 
nedializiranega AAm, dializiranega AAm, AAm:AK in AAm:AK:BA (graf 1) ter 
stopnjo biorazgradljivosti v odvisnosti od časa za abiotske raztopine nedializiranega 
AAm, dializiranega AAm, AAm:AK in AAm:AK:BA (graf 2). 
 
 
Vzorec Povprečna specifična rast [/dan] Povprečna inhibicija [%] 
Slepi vzorec 0,274 ± 0,003 / 
AAm nedializiran (1) 0,260 ± 0,004 5,08 ± 2,50 
AAm nedializiran (2) 0,269 ± 0,002 1,83 ± 0,35 
AAm dializiran (1) 0,252 ± 0,004 8,04 ± 0,46 
AAm dializiran (2) 0,262 ± 0,002 4,36 ± 1,78 
AAm:AK=30:1 (1) 0,260 ± 0,008 5,31 ± 1,70 
AAm:AK=30:1 (2) 0,260 ± 0,008 5,31 ± 1,70 
AAm:AK:BA=30:1:1 (1) 0,248 ± 0,013 9,71 ± 3,57 
AAm:AK:BA=30:1:1 (2) 0,248 ± 0,013 9,71 ± 3,57 
Bajec Petra: Strupenost in biorazgradljivost 2-propenamida in njegovih kopolimerov. 
Diplomsko delo, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, 2019. 
24 
 
 
Graf 1: Biorazgradljivost v odvisnosti od časa za raztopine nedializiranega AAm, dializiranega AAm, 
AAm:AK in AAm:AK:BA 
 
 
 
Graf 2: Razgradljivost v odvisnosti od časa za abiotske raztopine nedializiranega AAm, dializiranega AAm, 
AAm:AK in AAm:AK:BA 
 
 
Na prvem grafu je vidna hitra razgradnja referenčnega vzorca, kar pomeni, da so 
organizmi res aktivni, in lahko ostale rezultate primerjamo z rezultati referenčnega 
vzorca.  
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Na drugem grafu vrednosti biorazgradljivosti abiotskih vzorcev tekom celega testiranja 
ostajajo v bližini ničle, kar pomeni, da biorazgradnja pri teh vzorcih ne poteka. Tak 
rezultat kaže na to, da abiotska razgradnja vzorcev ne poteka.  
Iz grafov lahko razberemo, da je biorazgradljivost tako nedializiranega AAm kot tudi 
dializiranega AAm dosegla najvišjo vrednost 16 % na 27. dan, biorazgradljivost 
AAm:AK je dosegla najvišjo vrednost 30 % na 10. dan, biorazgradljivost AAm:AK:BA 
pa je dosegla najvišjo vrednost 18 % na 27. dan. Iz teh rezultatov lahko povzamemo, da 
je izmed vseh testiranih polimerov v obdobju 27 dni AAm:AK dosegel največjo stopnjo 
biorazgradnje, nedializiran AAm in dializiran AAm pa sta dosegla najmanjšo stopnjo 
biorazgradnje. 
V splošnem je test z aktivnim blatom pokazal, da testirani polimeri niso biorazgradljivi.  
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5 Zaključek 
 
V diplomski nalogi sem preučevala tako strupenost in biorazgradljivost polimera 2-
propenamida v njegovi dializirani in nedializirani obliki kot tudi lastnosti kopolimerov 
akrilamida. V prvem delu diplomske naloge sem se osredotočila na toksikološke 
lastnosti polimera akrilamida in njegovih kopolimerov. Testiranje strupenosti izbranih 
polimerov sem izvedla na mali vodni leči Lemna minor zaradi njene velike 
občutljivosti. Na podlagi raziskave literature sem postavila hipotezo, pri kateri sem 
napovedala pričakovano razliko med obsegom inhibicije rasti male vodne leče v 
raztopini nedializiranega akrilamida in raztopini dializiranega akrilamida. Ker postopek 
dialize odstrani nečistoče v snovi (do določene velikosti molekulske mase) sem pri 
dializiranem akrilamidu pričakovala manjšo prisotnost nepolimeriziranih monomernih 
enot. Na podlagi dokazane strupenosti monomernega akrilamida sem pričakovala večjo 
inhibicijo rasti male vodne leče v raztopini nedializiranega akrilamida. Rezultati testa so 
pokazali podobno inhibicijo v vseh vzorcih, s tem sem ovrgla prvo hipotezo. Tak 
rezultat bi lahko bil posledica slabe dialize zaradi visoke viskoznosti dializiranih 
vzorcev. Glede na relativno majhne deleže inhibicije je lahko ta rezultat zavajajoč, saj 
gre med inhibicijo rasti male vodne leče v raztopini dializiranega in nedializiranega 
akrilamida za zelo majhno razliko (2,75 %). Tudi drugo hipotezo, ki sem jo postavila na 
podlagi izbrane literature, sem ovrgla. Pri testiranju inhibicije rasti male vodne leče sem 
namreč zabeležila relativno nizke vrednosti inhibicije, maksimalno 9,71 %. V 
nadaljnjem delu bi lahko za vsakega izmed testiranih polimerov določila tudi EC50 
vrednosti na vodni leči ali drugih živih organizmih, ki bi podale bolj natančno 
informacijo o strupenosti posamezne testirane snovi. 
 
V drugem delu diplomske naloge sem se posvetila raziskovanju biorazgradljivosti 
polimera akrilamida in njegovih kopolimerov. Iz literature sem sklepala, da je akrilamid 
v svoji polimerizirani obliki dobro biorazgradljiv in na podlagi tega postavila zadnjo 
hipotezo, ki je nisem potrdila. S testiranjem biorazgradljivosti z aktivnim blatom sem 
dosegla maksimalno stopnjo biorazgradnje v višini 30 % pri kopolimeru poli(akrilamid-
ko-akrilna kislina), vendar je ta rezultat primerljiv z rezultatom razgradnje abiotskega 
vzorca. Glede na dolžino testa biorazgradljivosti in dosežene deleže biorazgradljivosti 
bi testirane polimere označila kot nerazgradljive. Rezultati biorazgradnje referenčnega 
vzorca so potrdili, da so bili pogoji primerni za biorazgradnjo, slaba biorazgradnja 
vzorcev polimerov je torej posledica lastnosti testiranih snovi. Možno je, da bi do 
povečanja biorazgradljivosti prišlo ob prisotnosti večje količine mikroorganizmov, zato 
bi bilo ponovno testiranje biorazgradljivosti smiselno izvesti v biološki čistilni napravi.  
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